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Resumen

Se estudié la disposicién plasmética y urinaria de marbofloxacina en caninos (n = 6) trasla
aplicacion intramuscular de 2 mg/kg. En distintos tiempos posadministracién se tomaron
muestras de sangre hasta las 24 h, y de orina solo en los caninos machos (n=4) alas 4, 8, 12
y 24 h. Se realiz6 una extraccion liquido-liquido del analito con agua, metanol y centrifu-
gado a13.500 r. p. m. a 4 °C. La separacion y cuantificacion se realizé por HPLC mediante
la elusion isocratica en fase reversa, utilizando columna C-18, detector de fluorescencia a
295 nm de excitacién y 490 nm de emision y fase movil compuesta por agua, acetonitrilo y
trietilamina. Las concentraciones plasmdticas temporales se analizaron con el software no
compartimental PK Solution 2.0. Los resultados conseguidos indican pronta absorcién,
rapida y amplia distribucién. EI Cl y los valores conseguidos de t%2p y TMR indican lenta
depuracién y prolongada permanencia. El ensayo determiné concentraciones plasmaticas
perdurables hasta 24 h, y que exceden la CMI de patdgenos relevantes. El cociente ABC/
CMI indica eficacia frente a microorganismos con CMI < 0,15 pg/ml. Las concentracio-
nes urinarias de marbofloxacina son mds significativas que las plasmaticas. No obstante, se
requieren nuevos estudios que avalen su empleo con la dosis y via de aplicacién ensayada.

Palabras clave: caninos, farmacocinética, marbofloxacina, plasma, orina.
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Plasma and urine pharmacokinetics of intramuscular
marbofloxacin in canines

Abstract

Plasma and urinary disposition of marbofloxacin was studied in canines (n = 6) after intra-
muscular administration of 2 mg/kg. At different times post-administration, blood samples
were collected until 24 h, and urine samples, only from male dogs (n = 4) at 4; 8; 12, and
24 h. Liquid-liquid extraction of analyte with water, methanol, and centrifugation at 13500
rpm at 4 °C were performed. Separation and quantification were made using HPLC by
reverse phase isocratic elution with a C18 column, fluorescence detector at 295 nm ex-
citation and 490 nm emission, and a mobile phase consisting of water, acetonitrile, and
triethylamine. Temporary plasma concentrations were analyzed with non-compartmental
PK Solution 2.0 software. The results obtained indicate rapid absorption, as well as rapid
and wide distribution. Cl and values of t/2p and MRT indicate slow clearance and pro-
longed stay. The study evidenced plasma concentrations up to 24 h, which exceed the MIC
of relevant pathogens. The AUC/MIC ratio indicates efficacy against microorganisms with
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MIC < 0.15 pg/ml. Urinary levels of marbofloxacin are more significant than plasmatic
levels. However, new studies are required to assess their use with the tested dose and route
of application.

Keywords: canines, pharmacokinetics, marbofloxacin, plasma, urine.

Farmacocinética plasmdtica e urindria de marbofloxacina
intramuscular em caninos

Resumo

Se estudou a disposicio plasmética e urinaria de marbofloxacina em caninos (n = 6) apés a
aplicagao intramuscular de 2 mg/kg. Em diferentes tempos pds-administragao se tomaram
amostras de sangue hasta as 24 h, e de urina somente nos caninos machos (n=4) aas 4; §;
12 e 24 h. Se realizou uma extragio liquido-liquido do analito com dgua, metanol e centri-
fugado a 13500 r. p. m. a 4 °C. A separagao e quantificagio se realizou por HPLC mediante
a eluigdo isocritica em fase reversa, utilizando coluna C-18, detector de fluorescéncia a
295 nm de excitagdo e 490 nm de emissao e fase mével composta por dgua, acetonitrilo e
trietilamina. As concentragdes plasmaticas tempordrias se analisaram com o software nao
compartimental PK Solution 2.0. Os resultados conseguidos indicam pronta absor¢ao, rd-
pida e ampla distribui¢do. O Cl e os valores conseguidos de t}2 e TMR indicam lenta
depuragio e prolongada permanéncia. O ensaio determinou concentragdes plasmaticas
perdurdveis hasta 24 h, e que excedem a CMI de patdgenos relevantes. O cociente ABC/
CMI indica eficédcia frente a micro-organismos com CMI < 0,15 pg/ml. Os niveis urindrios
de marbofloxacina sao mais significativos que os plasmadticos. Nao obstante, se requerem
novos estudos que avalizem seu uso com a dose e via de aplicacio ensaiada.

Palavras chave: caninos, farmacocinética, marbofloxacina, plasma, urina.

INTRODUCCION

Las fluoroquinolonas desarrollan actividad bactericida
en presencia de bacterias aerdbicas gramnegativas, algu-
nas grampositivas y micoplasmas, mediante la interac-
cién con las enzimas ADN-girasa y topoisomerasa IV
(1,2). En caninos, las infecciones urinarias asociadas a
Escherichia coli, el uropatégeno mds importante (3), de-
mandan diversos antibacterianos, inclusive fluoroquino-
lonas (3-5), acorde con las significativas concentraciones
urinarias provistas (1 ,6) ; sin embargo, la resistencia cre-
ciente de E. coli, cercana al 40 %, restringe su eficacia te-
rapéutica (3,4,7,8).

a marbofloxacina es una fluoroquinolona de segunda
L bofl fl lona d d
generacion que exhibe buen margen de seguridad en ca-

ninos, excepto por las posibles anormalidades en cartila-
gos en animales jovenes (9,10). Es una molécula anfétera
con minima ionizacién en pH fisioldgico, particularidad
que asociada a su cardcter lipofilico y la limitada unién a
proteinas plasmaticas en caninos estimada de un 9 % fa-
vorece la distribucién tisular (1,2,11).

Los cambios estructurales introducidos le confieren ca-
racteristicas cinéticas mejoradas: extenso tiempo medio
de eliminacién (t¥5B), amplio volumen de distribucién
(Vd) e incremento del espectro hacia bacterias gramposi-
tivas y anaerobios (12); la marbofloxacina exhibe la acti-
vidad bactericida, de concentracion dependiente; la CMI
frente E. coli se ubica entre 0,016 y 0,06 pg/ml (13,14),
frente a enterobacterias y Pasteurella spp. en 0,02 pg/mly
sobre Pseudomonas spp. en 0,3-0,4 pug/ml (13).

60  Rev. Med. Vet. ISSN 0122-9354 ISSNe 2389-8526: Bogota (Colombia) N° 33: 59-66, enero-junio del 2017



Farmacocinética plasmética y urinaria de marbofloxacina intramuscular en caninos

En caninos, los antecedentes cinéticos de marbofloxaci-
na indican completa biodisponibilidad tras la aplicacién
intramuscular. La mdxima concentracién plasmaética
(Cméx) fue de 1,7+ 0,09 pg/ml, y el tiempo méximo
(Tmax) en que se expresé fue de 0,47 +£0,08h (15). La
aplicacién oral e intramuscular de 2 mg/kg determind va-
lores del 4rea bajo la curva (ABC) de 11,3+3,07 ug-h/
ml (15) y 13,07 £ 1,07 (16). El firmaco consigue apre-
ciable distribucién en tejidos, segun el Vd reportado de
1,8+0,9 (15) hasta2,2 +0,31/kg (17).

El tY2p obtenido excede los hallados con enrofloxacina,
difloxacina y orbifloxacina (11-16). Se informaron valo-
res de tV2p paralavia oral de 9,07+ 1,9h (16), de 10,89 +
0,84h (11) yde 14,0+ 4,9h (17); de 8,08 + 6,25 h (15)
yde12,4+2,6h (17), paralavia endovenosa, yde 7,51 +
3,7 (15), para la aplicacién intramuscular.

Por otro lado, la aplicacién intramuscular determind un
tiempo medio de residencia (TMR) de 11,2 + 6 h (15),
mientras que por aplicacion oral fue préximo a 13 h
(16,17), mayor al observado con orbifloxacina, enro-
floxacina y difloxacina (16).

El clearence total (Clt) oscilé entre 1,9 + 0,5 (17) y 2,8
+0,6 ml/min/kg (15). E135-40 % de farmaco se elimina
por orina sin modificaciones (2,17); por aplicacién oral
de 2,75 mg/kg se detectaron niveles urinarios de 18,08 y
13,9 pg/mlalas 2 y 24 h, respectivamente (11).

Debido a que se desconoce la magnitud de la disposicién
plasmética y urinaria de este antimicrobiano por adminis-
tracién intramuscular en caninos, se realiza este estudio
cinético, con el propdsito de establecer la farmacocinética
plasmética y su disposicion urinaria para brindar informa-
cién que propicie su aplicacion terapéutica racional.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron caninos mestizos (n = 6), clinicamente sa-
nos, de 4,5 + 2,4 anos de edad, de 26,4 + 6,3 kg de peso

corporal, con suministro de agua y alimento balanceado
ad libitum, con su correspondiente plan sanitario y sin
antecedentes de tratamientos recientes con antimicro-
bianos.

Toma de muestras

Aplicando un protocolo aprobado por el Comité de Eti-
ca de Investigacion de la Universidad Nacional del Rio
Cuarto (UNRC) (Resolucién CoEdi del 31/10/2014),
cada animal recibié por via intramuscular una dosis tnica
de 2 mg/kg de marbofloxacina (Marbocyl 2 %, Vetoqui-
nol, Espafia). Posteriormente se colectaron muestras de
sangre en los siguientes tiempos: 0,16-0,33-0,5; 0,75; 1;
2; 4; 6; 8; 2 y 24 h, centrifugadas durante 10 min a 1200
r. p. m., y solo en los perros machos (n = 4); muestras de
orina a las 4; 6; 12 y 24 h, mediante un catéter urinario
K33, conservadas a —70 °C hasta su analisis.

Tratamiento de las muestras

El ensayo preparativo consisti6 en la extraccion liquido-
liquido del analito. Cada muestra de plasma fue procesada
segtin el método propuesto por Bottcher y colaboradores
(18). En un tubo Eppendorf se incorporaron 200 pl de
plasma u orina problema, 200 pl de agua deionizada, 20 pl
de una solucion de 20 pug/ml de enrofloxacina como es-
tindar interno y 800 pl de metanol. El conjunto fue so-
metido a 30 s de vortex; luego permanecié en reposo
durante 30 min a temperatura ambiente y se centrifugd
20mina 14.000r. p. m. a4 °C; del sobrenadante obtenido
y filtrado, S0 yl fueron inyectados al HPLC.

Procedimiento de separacion
y cuantificacion

Se utiliz6 un equipo de cromatografia liquida de alta pre-
sion Hewlett-Packard y columna octadecilsilano C-18.
La separacion y cuantificacién se realizd a temperatura
ambiente en una elusién isocritica en fase reversa con
flujo de 0,8 ml/min, lectura en detector de fluorescencia
establecido a 295 nm de excitacién y 490 nm de emisién
y fase mévil conformada por agua, acetonitrilo y trietila-
mina, 79:20:1 v/v/v ajustada a pH 3 con 4cido ortofos-
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férico, segun Bottcher y colaboradores (18). La elusion
generd picos en cromatograma correspondientes a enro-
floxacina (estandar interno) y al analito en estudio.

Calculo de las concentraciones
plasmaticas y urinarias de marbofloxacina

En cada una de las muestras problema de plasma u orina,
con el cromatograma obtenido en la corrida de la mues-
tra del ensayo cinético y con el patrén de concentracién
conocida, se obtuvo un cociente tomando el valor del
drea de pico de marbofloxacina y del estdndar interno. A
partir de este cociente se determinaron las concentracio-
nes plasmaticas y urinarias por regresion lineal simple, se-
gun Nouws y Ziv (19), mediante la férmula:

y=a+bx

Donde: y = indice de drea, a = intercepto, b = pendiente y
x = concentracidn, en cuya férmula transformada:

se reemplazo y por los valores promedio correspondien-
tes de los indices de drea de las muestras, a y b por los va-
lores indicados, para obtener valores de concentracion x.

Analisis farmacocinético

Los datos individuales versus tiempo se aplicaron al soft-
ware PK Solution 2.0 Non Compartimental Pharmacoki-
netics Data Analysis (20), con el propésito de establecer
pardmetros cinéticos robustos.

RESULTADOS

La aplicacién intramuscular de 2 mg/kg de marbofloxa-
cina en caninos determina rdpida absorcion y distribu-
cion a los tejidos, segun expresan los reducidos valores
hallados en los pardmetros de vida media de absorcién
(tY2abs) y vida media de distribucién (t/2f), ademas de
los otros pardmetros cinéticos expresados en la tabla 1. El

perfil plasmatico generado se representa en la figura 1 y
en la tabla 2.

Tabla 1. Parametros farmacocinéticos determinados
en caninos por aplicacién de 2 mg/kg de marbofloxacina
por via intramuscular

Pardmetro cinético Plasma
t¥aabs (h) 0,31+0,11
thaa (h) 1,64 +0,94
B (h) 14,16+ 2,89
Cmax (pg/mL) 1,13+0,18
Tméax (h) 1,1+0,45
ABCérea (ug-h/mL) 19,0+3,34
TMR (h) 19,55+4,03
vd (L/kg) 2,17+0,43
Clt (mL/min/kg) 1,79+0,27

Tabla 2. Concentraciones de marbofloxacina (X + DE),
expresados en pg/mL conseguidos en plasmay orina
en distintos tiempos (horas) posaplicacién

Tiempo (h) Plasma Orina

0,16 0,66+0,14

0,33 0,81+0,06

0,50 0,89 +0,09

0,75 1,13+0,14

1,00 1,11+0,18

2,00 0,99+0,16

4,00 0,85+0,13 20,05+12,61

6,00 0,71+0,13

8,00 0,60+0,12 40,07 + 34,32
12,00 0,47+0,08 34,72+ 33,68
24,00 0,27 £ 0,06 32,05+ 32,56
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Figura 1. Concentraciones plasmaticas por aplicacién intramuscular de 2 mg/kg de marbofloxacina en caninos

DiscusiON

La aplicacién intramuscular de 2 mg/kg de marbofloxa-
cina genera concentraciones plasmaticas inmediatas que
subsisten hasta las 24 h posaplicacién y exceden la CMI
requerida por los patégenos gramnegativos relevantes
(13,14), excepto de Pseudomonas spp. (13); esto es simi-
lar a lo observado tras la aplicacion de idéntica dosis in-
travenosa (9), oral o subcutanea (17).

El Cmax hallado es inferior y el Tmdx es ligeramente
posterior al registrado por via intramuscular (15), posi-
blemente debido a la diferentes composicion de la for-
mulaciones farmacéuticas. El Vd encontrado insintia
notable distribuciéon desde el compartimento central.
Este valor es similar al expuesto por Schneider y cola-
boradores (17), producto de la escasa afinidad por las
proteinas plasmaticas, el cardcter anfétero y la liposolu-
bilidad de marbofloxacina (1,21).

El tV2p obtenido excede significativamente al registrado
con este formaco por via oral (16) e intramuscular (15),
y es similar al encontrado por Schneider y colaboradores
(17). El reducido Clt y la extensa permanencia plasmati-
ca tendrian relacién con las propiedades fisico-quimicas;

la configuracién del ciclo oxadiazinico favoreceria el ex-
tenso t%2f y también el amplio Vd (12,22), y sustentan el
uso clinico de este antimicrobiano por via intramuscular,
aplicado cada 24 h (1), similar a lo que sucede tras la ad-
ministracién oral o subcutédnea (17).

Las caracteristicas de persistencia y difusion tisular, su-
madas a sus atributos microbioldgicos (13,14), inclusive
al efecto posantibidtico comprobado con las fluoroqui-
nolonas (1,23) y al anlisis del cociente predictor de efi-
cacia establecido para fluoroquinolonas de ABC/CMI >
125 h (24,25), sugieren la aplicacién de este antimicro-
biano en presencia de cepas patdgenas que exhiben una
CMI < 0,15 pg/ml (13, 14). En contraste, el predictor
ABC/CMI es insuficiente para tratar infecciones causa-
das por Pseudomonas spp., en coincidencia con Frazier y
colaboradores (11), segin la CMI encontrada frente a
este patégeno (13).

Las concentraciones urinarias cuantificadas en los pe-
rros machos (tabla 2) son més significativas que las plas-
maticas, conforme los antecedentes de marbofloxacina
(1,2,17). Estas concentraciones muy superiores estable-
cidas en experiencias realizadas con idénticas dosis por
aplicacién oral (16) serfan suficientes para el tratamiento
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de infecciones urinarias no complicadas, por cuanto el
éxito terapéutico depende de la dosis, el intervalo de apli-
cacién, las concentraciones conseguidas (al menos cua-
tro veces la CMI), y que los microorganismos patégenos
sean moderadamente susceptibles (26). Sin embargo, es-
tos resultados son insuficientes para recomendar su apli-
cacion a la dosis y por la via ensayada, considerando la
elevada manifestacion de resistencia exhibida frente a las
fluoroquinolonas (7,27), posiblemente por los valores
de pH entre 5,5 y 7 dieta dependiente, de la orina de ca-
ninos (28), siendo menos eficaces las fluoroquinolonas
en medio 4cido (17,29,30). Por otro lado, la orina pue-
de contener cantidades de magnesio, que reduce la acti-
vidad de las fluoroquinolonas, independientemente del
pH (17,31).

Aun asi, se recomiendan protocolos terapéuticos con
aplicaciones diarias con dosis mayores durante tres o cua-
tro dias para obtener un cociente predictor mds favorable,
reducir la exposicion en el tiempo y restringir la manifes-
tacion de resistencia (5,8).

CONCLUSIONES

Latécnica de extraccion del analito y el método de HPLC
implementado son adecuados para separar y cuantificar
la marbofloxacina en plasma y orina de caninos.

La aplicacién intramuscular de 2 mg/kg de marbofloxa-
cina al 2 % no ocasiona reacciones adversas locales ni ge-
nerales, acorde con el perfil de seguridad que caracteriza
al conjunto de fluoroquinolonas.

Los pardmetros farmacocinéticos obtenidos en esta ex-
periencia concuerdan con el perfil cinético exhibido
por el conjunto de fluoroquinolonas por aplicacién in-
tramuscular. Los valores conseguidos en los pardmetros
thaabs, t2a y tV2P indican inmediata absorciéon desde el
sitio de aplicacion, pronta distribucion desde el compar-
timento central y extensa permanencia en el organismo,
respectivamente, mientras el elevado Vd encontrado su-
giere amplia distribucién en los distintos compartimen-
tos corporales.

Los resultados obtenidos permiten que este esquema po-
sologico pueda adaptarse a la administracién intramus-
cular, por cuanto el antimicrobiano persiste hasta las 24 h
posteriores a su aplicacion. No obstante, la variabilidad
en las concentraciones urinarias establecidas en este es-
tudio y la reducida cantidad de animales utilizados de-
manda nuevos estudios que avalen este procedimiento
terapéutico en infecciones urinarias complicadas.
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